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(54) Title: ENDOTOXIN REDUCTION OR REMOVAL PROCESS 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ABREICHERUNG ODER ENTFERNUNG VON ENDOTOXINEN 



(57) Abstract 



A process is disclosed for reducing or removing endotoxins from compositions containing therapeutic active substances extracted from 
natural sources by genetic engineering and/or biotechnology. For that purpose, the compositions are treated with chromatographic materials. 
The natural sources are disintegrated, the thus obtained fractions are, if required, centrifuged, filtered or treated using affinity chromatography 
methods, the fractions are pre-incubated in an aqueous salt solution and detergents, are treated with anion exchange materials, then washed 
with another salt solution. The active substances are eluted from the anion exchanger then further purified in a manner known per se. 



(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Abreicherung oder Entfemung von Endotoxinen aus fiir den therapeutischen Einsatz vorgesehenen Wirkstoffe 
enthaltenden Praparaten, die gen- und/oder biotechnologisch aus natUrlichen Quellen gewonnen werden, durch Behandlung mit 
chromatographischem Material, wobei die natiirlichen Quellen aufgeschlossen werden, die erhaltenen Fraktionen gegebenenfalls zentrifugiert, 
filtriert oder mit affinitatschromatographischen Methoden behandelt werden, die Fraktionen mit einer waBrigen SalzlOsung und Detergenzien 
worinkubieri werden, mit Anionenaustauscher Material behandelt werden und danach mit einer weiteren Salzlosung gewaschen werden und 
die Wirkstoffe von dem Anionenaustauscher eluiert werden, um dann in an sich bekannter Weise weiter aufgereinigt zu werden. 
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Verfahren zur Abreicherung oder Entfernunq von Endotoxinen 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur 
Abreicherung oder Entfernung von Endotoxinen aus fiir den 
therapeutischen Einsatz vorgesehenen Wirkstoffe enthaltenden 
Praparaten, die gen- und/oder biotechnologisch aus natiir- 
lichen Quellen gewonnen werden, durch Behandlung mit 
chromatographischem Material, sowie eine entsprechende 
Verwendung, eine wafSrige Losung zur Ruckfiihrung des Ver- 
fahrens und eine Zusammenstellung enthaltend Elemente zur 
Durchf lihrung des Verf ahrens . 

Molekularbiologische Verfahren gewinnen zunehmend Bedeutung 
bei der Herstellung von Arzneimitteln . Dazu gehoren zum einen 
die klassischen gentechnologischen Verfahren zur Herstellung 
von Arzneimitteln und in zunehmenden MaSe auch die sogenannte 
Gentherapie, bei der Nucleinsauren in das Genom zu be- 
handelnder Spezies eingeschleust werden. Dabei bekommt die 
Entfernung von Endotoxinen entscheidende Bedeutung. 

Um beispielsweise Plasmid DNA im praparativen Mafistab herzu- 
stellen, ist es notwendig die Plasmide mit Hilfe sogenannter 
Wirtszellen zu vermehren . Hierbei handelt es sich im all- 
gemeinen um gram-negative Enterobakterien, wie beispielsweise 
Mutanten von E.coli K-12. Gram-negative Bakterien weisen eine 
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TZT die auch unter de. BegriJf Endotoxin, belcannc sxnd. 

■e Endcoxine sind beisple.sweiae .eran«=«U=h ur d. 
tvpischen Erschainungen, die mi. einer bakter.elleB Intox. 
Zio. verbunden sind, wie ent.todlichen Rea.t.onen und 
Fieber sowie endotoxischem schock. 

„. P 44 03 692 und P 44 22 291 erwahnt ist, wird 

i:ne Lib deV n vivo und ex vivo cent.e.apie Pias.id .H. 
:/ Bebandlung von gene.iso. beding.en 

beispielBweise der cystischen Fibrose, aber auch zur Be 
haldlU von Krebs oder H.mophiiie bz«. .u. I^un.sxerung 
gtgL infelctionslcrankheiten verwendat (TIBTECH, Special 
rsfue. Gene Therapy Tharapeu.io Strategy and Com.erc.al 
;rospects, »ai i992, Voi . ii «r^ S ...2, , . .^^^^^^ ist^es^von 

:re:rerrnL".rsrsei^^^ 

ne^rotische ^.ea^tionen hervorruft. Es .uS also -=>^-|--^^^ 
sein, das die far diese Art der Behandlung verv,endete DNft 
nicht mit Endotoxinen Icontaminiert ist. 

;,uch gentechnologisch oder biotechnologisoh 
Praparate >c6nnen Bndotoxine enthalten. Wichtig iSt daher d.e 
Lfemung oder ^^reicherung der Bndotoxine unter physro- 
logisch unbedenkliche Mengen. 

Die zur zeit bekannten Reinigungsverf ahren, ^^^^^^"^ 
xur Plasmid DNA aus gra»-negativen Bakterien, l^"-- 
Eldotoxine nicht vcllstandig aus der Plasmid Dm -"ernen _ 
zu diesen Methoden geh6ren zum Beispiel C^s.u.chlor.d 
oradienten Zentrifugation oder Anionenaustauscher-Chro.ato- 
graphic , 

Die clsiumohlorid-Gradientenzentrifugation beruht darauf 
daE verschieden gro^e mA-MoleMle eine unterschredl.che 
fanderungsgeschwindigKeit in eine. Salzgradienten aufwe.sen. 
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Lipopolysaccharide zeigen jedoch das gleich Migrat ionsver- 
halten im Dichtegradienten wie die DNA and sind somit nicht 
effektiv von der DNA zu trennen. 

Verglichen mit der Anionenaustauscher-Chromatographie ist 
die Casiumchlorid-Gradientenzentrifugation sehr zeitaufwendig 
und verwendet eine Reihe von toxischen Substanzen, wie 
beispielsweise Ethidiumbromid . Weiterhin muS durch eine 
zusatzliche Dialyse Casiumchlorid entfernt werden. 

Aida und Pabst in "Removal of endotoxin from protein solu- 
tions by phase separation using Triton X 114", J. Immunol. 
Methods 132, 191 - 195 (1990) schlagen eine Methode vor, urn 
Endotoxine mittels Triton-X114 Extraktion aus Protein Losunv 
gen zu entfernen. Hierbei wird die zu behandelnde Losung mit 
dem Detergenz Triton X 114 versetzt. Die proteinhalt ige , 
waSrige Phase wird nach Inkubation und Zentrif ugat ion 
abgenommen und das Endotoxin befreite oder an Endotoxin 
abgereicherte Protein prazipitiert , Wie in der P 44 03 6 92 
bereits vorgeschlagen wird, kann dieses Verfahren auch zur 
Extraktion von Endotoxinen aus DNA-Losungen angewandt werden. 
Diese Methode ist jedoch durch einen recht hohen Arbeit sauf- 
wand gekennzeichnet und wird erst nach der Isolierung der 
DNA eingesetzt. Fur die Reinigung von DNA-Mengen im pra- 
parativen, insbesondere im industriellen MaSstab, ist dieses 
Verfahren weniger geeignet. 

Das der Erf indung zugrundeliegende technische Problem besteht 
nunmehr darin ein Verfahren anzugeben, mit dem es- gelingt 
endotoxinf reie oder an Endotoxinen abgereicherte Praparate 
herzustellen, die fur den therapeutischen Einsatz vorgesehene 
Wirkstof f e enthalten und aus gen- und/oder biotechnologischen 
Quellen stammen. Die oben beschriebenen Nachteile soil das 
erf indungsgemafie Verfahren vermeiden. Dabei soli die Auf- 
reinigung der DNA und die Abtrennung oder Abreicherung der 
Endotoxine im selben Verfahren oder Verf ahrensschritt 
erfolgen. 
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aus nucleinsaurehaltigen Praparaten. 

Bei. er£indungsge..Se„ Verfahren warden ^^^^Jl^ 

lichen Quellen, aus denen die fCr den cherapentischen E.nsatz 

tor/esetenen wir.stoffe en.haitenden P..para.en gen ode 

.io!echnoio.isch .ewonnen "-"^-■;';^'rtn ^r^eran^fen 

^v,in<^ erfolcrt dabei vorzugsweise nach an sicn d 
Ter aLen wie'leispieXsweise der al.aliscnen Ly.e, aber auch 
lei anderen\yseverfahren, «ie .eispielsweise de. ^wendung 

verwendung von Detergenzien Oder Lysozy». Gegebenen£alls „rrd 
da. mit der al.ali.ohen Lyae gewonnene """^^^ ^^/^f^^^^, 
„i£uga.ions- oder Fil.rationsaohritte von groben Zellbruch 

stucken bef reit . 

vor der eigentlichen Relnigungsprozedur , ^"^P^^^^"^^// 
Ilttela iibXicher Anionenaustau.cher-Chromatograph.e w.rd 
Irf indLgsgemaS das ..cleared Lysata" ,cL, , das 
durch die all^lischa Lyse erhalten wurde, anschl.eEand ge.aS 
durchdia ^^^^^ vorgaschlaganen verf ahransweise 

filtrrert wird und dann .it besti™.ten Salz/Deterganzian- 
Kombinationen vorinkubiert . 

Oie deutscne Patentan^eldnng P « 32 S54.S 

verfahren und eine vorrichtung zur Isol.erung vcn Zellin 

lal^s^offan, wie «ucleins.uran, aus nat^irlichen Quellen vor. 

oat dort baschriebene Pil.rationsvarf ahren zur Pr.paratron 

von «uclains.uren gehc davon aus, daS die 

nlltig.n Quallen aufgeschlossen warden, der ^"^-"^"^/"'^ 

einen zaitrau. ruht, dar resul.ierende AufschluE — J^^^^ 

schlcht aus =las, Silicagal, ;.lu™iniu™oxid odar gaschutte.er 
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Diatomeenerde oder verwebter oder verklebter Vliese aus 
Glasfaser und Silicagel sowie Cellulose, Papier, geprefitem 
Papier, Vliesen aus Papier sowie Partikel oder Schichten, 
Membranen oder Kunststoffe, wie beispielsweise non woven 
fabrics, basierend auf Polypropylen, passiert, danach die 
aus der Filterschicht austretende Fraktion aufgefangen wird 
und anschlieSend die Nucleinsaure aus der auf gef angenen 
Fraktion weiter auf gearbeitet wird. Dabei konnen die Filter- 
schichten so modifiziert sein, daS keine Affinitat zur 
Nucleinsaure besteht, insbesondere durch Hydroxylgruppen 
tragende Mineralien oder beschichtete Mineralien, insbe- 
sondere Diol-Silicagel, Diol-Diatomeenerde und/oder Diol- 
Perlite. Dies kann unter Bedingungen erfolgen, bei denen 
Silicagel keine Affinitat zu Nucleinsauren besitzt. Eine 
bevorzugte Vorrichtung zur Durchfuhrung des in P 44 32 654.8 
vorgeschlagenen Verfahrens weist vorzugsweise einen 
zylindrischen Hohlkorper auf, in dem eine Filtrationsein- 
richtung angeordnet ist. Die Filterschicht besteht ins- 
besondere aus einer geschutteten Lage Diatomeenerde, deren 
Partikelgrofie im Bereich von 5 ^xm bis 500 /xm bei einer 
gesamten Filterschichtdicke von 0,1 bis 200 mm betragt . Es 
kann dann vorteilhaft sein, eine zusatzliche Schicht in dem 
Hohlkorper anzuordnen und zwar oberhalb und/oder unterhalb 
der Diatomeenerdeschicht , welche ein vorzeitiges Einbringen 
der zu f iltrierenden Losung in den Filter oder das Austreten 
der Losung aus der vorgeschlagenen Vorrichtung verhindert . 

Die in der P 44 32 654 vorgeschlagene Vorrichtung ist vor- 
teilhaf terweise mit weiteren zur Nucleinsaurepraparation 
brauchbaren Instrumenten kombinierbar , wie sie beispielsweise 
in der P 31 39 664 offenbart sind. 

Die P 41 27 276 offenbart Anionenaustauscher , die in eine 
Membran eingebettet sind {3M Empore-Membran) , Diese Systeme 
sind unter der Bezeichnung QIAWELL erhaltlich. 
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Als i„Kuba.ion.l6sunge„ ^=-en 

von«a.riu.chlorid, Kaliu.chlorid. Ouanidia.u^hydrochlor.d. 
. «atriu.perchlorat und anderan chaotropen Salzen .n Frage. 

.1. oe.ergenzien K.nnea in.b..o„dere seiche wie N-"- 
80- Tween 20, Triton X 100, Triton X 114, Syperon.c F-68 Oder 
a-de" nicht ionische oeterganzien verwendet w.rden . D.e 
Detergenzien liegen vorzugsweise in Konz.ntratio«en von 0 1 . 
MS 30 % vor. Die salzlosungen weisen flblioherweise lonen- 
tt.r.en au£ , die einer Icnen.t.r.e ainer 0 . 1 - 2 , 0 M NaCl- 
Losung entsprechen. 

«eiterhin Icann das £iltrierte Ly.at auch .it eine™ affini- 
tats-chromatographischen Material inl^ubiert werden Hierbei 
.o..t insbesondere ein an SiUoagal gebundener Celatbildner 
in Betracht. Ee„.hrt haben sich Affinitatsmaterial.an wie 
„it NTA (Nitrilotetraacetat) oder IDA (Im.nodracetat) 
Idif iziarte silioaobertl.than. Au£ diese. -^^'^^^^^ 
sind beispielsweise «i=,.elionen .o^plex gebunden 
v,eitere Koordinationsstellen mit in der se.tenkette stick 

i„ Proteinen in weohselwirkung 
stoffhaltigen Aminosaureresten in Protemen in 

treten Wnnen. Das Eiltrierte Lysat kann -^^^ 
Ni-NTA-Chromatographiematerial auf Kieselgelbasis inkubiert 
warden. Das chromatographiematerial kann beispielsweiss nach 
der erfolgten Inkubation abzentrifugiert warden, sofern in, 
Bat-ch-ver£ahren gearbeitet wurda , und der Oberstand kann uber 
Anionenauatauschar odar andera Matarialien waiter gerainigt 
werden. Neben den, Batch- verfahren kann aber auch i" ^aulan 

geatbeitat werden, aofern die Beacha££e„heit der Probe dies 

ermoglicht . 

Bar Anionenaustauscher iat vorzugsweise ein 

Basis von polymeren, anorganischam Tragermaterial 

Daxtran, Agarose oder Kombinationan davon, wobei die hier 

an den Anionenaustauschar gabundenen aruppen ame Ober- 

£l.chenladung von 1 bis 4 Tr.gerober£ltcha entsprechand 

0 5 bis 500 ^M/ml aufwaisen. Vorzugsweise kann das m der 
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P 44 03 692 vorgeschlagene chroma tographische Tragermaterial 
als modif iziertes poroses oder nicht poroses anorganisches 
und/oder organisches Material verwendet werden. Weiterhin 
konnen Anionaustauschermaterialien, wie zum Beispiel QIAGEN®, 
DEAE-Sepharose®, Q-Sepharose® , DEAE-Sephadex® , Poros 20 M/P 
und/oder Poros 50 M/P nach der von Endotoxin befreienden 
Behandlung verwendet werden. 

Im AnschluS an die erf indungsgemaSe Verf ahrensweise zur 
Entfernung oder Abreicherung von Endotoxinen kann die DNA 
auch liber anorganische Materialien, wie Silicagel, Diatomeen- 
erde, Glas, Aluminiumoxid, Titanoxid, Hydroxylapatit oder 
iiber anorganische Materialien, wie Agarose, Dextran, Acryl- 
amid, Polys tyrolharze sowie Copolymere aus den monomeren 
Bausteinen der genannten Monomere, aufgereinigt werden. 

Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren lassen sich insbesondere 
Wirkstoffe wie Nucleinsaure zum Beispiel Plasmid-DNA endo- 
toxinfrei erhalten. Desweiteren konnen Nucleinsauren wie RNA, 
YACs Oder genomische DNA der Grofien von 6 bp bis 1.000 kbp 
endotoxinf rei erhalten werden, Als natiirliche Quellen, aus 
denen beispielsweise die Nucleinsauren oder die Wirkstoffe 
fur den therapeutischen Einsatz gewonnen werden, sind bei- 
spielsweise Zellen, Zellorganellen, Gewebe oder Mikro- 
organismen zu nennen. 

Desweiteren konnen Proteinlosungen oder Viruspartikel , wie 
beispielsweise Adenoviren, AAV oder Retroviren, durch die 
erf indungsgemaSe Verf ahrensweise von Endotoxinen bef reit oder 
im Endotoxingehalt abgereichert werden. 

Die Vorinkubation des "cleared Lysate" erfolgt vorzugsweise 
mit Salzlosungen, die Alkalihalogenidsalze , nichtionische 
Tenside und Puf f ersubstanzen enthalten. Die Alkalihalogenid- 
konzentration entspricht hierbei einer lonenstarke wie einer 
Konzentration, die 0,1 bis 2,0 M NaCl besitzt. 
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Die so behandelten Fraktionen werden mit dem Chromatographie- 
Material in Kontakt gebracht, so daS die Wirkstoffe an der 
Trageroberf lache absorbiert werden- Vorzugsweise werden Salz- 
losungen enthaltend Alkalihalogenid, wie Natriumchlorid, 
Kaliumchlorid, Lithiumchlorid, etc. verwendet . Die lonen- 
starke der Waschlosung entspricht in etwa einer lonenstarke, 
wie sie eine 0,5 bis 2,0 M NaCl besitzt. 

Das erf indungsgemafie Verfahren gewahrleistet in iiberraschend 
einfacher Weise die Abreicherung oder Entfernung von Endo- 
toxinen aus fur den therapeutischen Einsatz vorgesehenen 
Wirkstoffe enthaltenden Praparaten, die gen- und/oder bio- 
technologisch aus natiirlichen Quellen "gewonnen werden. 
Uberraschenderweise fiihrt die Vorinkubation mit Salz/Deter- 
genzien zur Abtrennung der Endotoxine ohne das Ausbeute und 
Reinheit der Plasmid DNA bei der sich anschlieSenden 
chromatographischen Reinigung negativ beeinfluSt wird. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher 
erlautert. 

Die nachstehend abgekurzten Puffer PI, P2 , P3 , QBT, QC und 
QN besitzen die folgende Zusammensetzung : 



PI lO^g/ml RNAseA, 50 mM TrisHCl, 10 0 mM EDTA 

P2 200 mM NaOH, 1 % SDS 

P3 3 M KAc, pH 5, 5 

QBT 750 mM NaCl , 50 mM MOPS, 15 % Alkohol*, pH 7,0, 

0, 15 % Triton X 100 

QC i,0 M NaCl, 50 mM MOPS, 15 % Alkohol, pH 7 , 0 

QN 1,6 M NaCl, 50 mM MOPS, 15 % Alkohol, pH 7,0 



Als Alkohole werden vorzugsweise Isopropanol oder 
Ethanol eingesetzt . 
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Beispiel 1 

Reinigung von 100 mg endotoxinf reier pUC18 DNA mit Hilf e der 
Anionenaustauscher- Chromatographie . 

Eine 10 1 Fermenter-Kultur des Plasmids pUClS wird zentrifu- 
giert und das daraus resultierende Bakterien-Pellet mit 500 
ml Puffer PI resuspendiert und die alkalische Lyse durch die 
Zugabe von jeweils 500 ml Puffer P2 und P3 durchgef lihrt . 
Zelltrummer, genomische DNA und SDS Prazipitate (SDS = 
Natriumdodecylsulf at ) werden unter Verwendung einer 
Filtrationseinheit , wie sie beispielsweise in der P 44 03 
6 92- vorgeschlagen werden, abgetrennt . 

Dem "cleared Lysate (cL) " wird nun 1/10 Volumen (150 ml) 
eines Endotoxin Removal Buffers (750 mM NaCl/ 10 % Triton 
X 100/ 50 mM MOPS pH 7,0) zugegeben und mit dem cL gemischt. 
Das Gemisch wird fur eine Stunde bei 4°C inkubiert und an- 
schlieSend mittels einer Schlauchpumpe auf eine Anionen- 
austauschersaule von 4 , 4 cm Durchmesser und 50 cm Lange mit 
einer FluSrate von 4 ml/min gepumpt . Die Saule wurde zuvor 
mit 350 ml QBT Puffer (10 ml/min) aquilibriert . Die Saule 
wird mit 2,5 1 QC (15 ml/min) gewaschen. Die Plasmid DNA wird 
mit 400 ml QN Puffer (3 ml/min) eluiert und anschlieSend mit 
0,7 vol. Isopropanol prazipitiert und anschliefiend mit 70 
%igem Ethanol gewaschen. 

Die Bestimmung des Endotoxin Gehaltes erfolgt mit Hilfe des 
BioWhittaker LAL Tests. Die gereinigte DNA kann direkt als 
genetische Vakzine in Muskel oder andere Gewebe injiziert 
werden. 

Nach der Endotoxinabreicherung weist die DNA nur noch Endo- 
toxinkontaminationen von < 50 E.U./mg DNA auf . 
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Tabelle- Erxdotoxingehalt: in DNA-Praparationen vor und nach 
der Anwendung des erf indungsgemafi Verf ahrens . 



DNA Prep. 


Endo t oxingehal t 


in E.U. /mg DNA 




Vorher | 


Nachher 


1 


2500 


10 


2 


4200 


17 


3 


3300 


15 


4 


2900 


15 


5 


3900 


12 



Reinigung von 10 mg endotoxinf reier pBR322 DNA mit Hilf e der 
Anionenaustauscher-Chromatographie . 

Eine 5 1 Schuttelkultur des Plasmids pBR322 wird zentri- 
fugiert und das hieraus resultierende Bakterien Pellet mxt 
125 ml puffer PI resuspendiert und die alkalische ^Y-^^^--^ 
Zugabe von jeweils 125 ml Puffer P2 und P 3 durchgef uhrt^ 
Zelltrummer, genomische DNA und SDS Prazipitate werden durch 
Zentrifugation abgetrennt . Das Lysat wird anschlxeSend uber 
einen Faltenfilter geklart . 

Dem cL wird l/lO Volumen (35 ml) eines Puffers bestehend aus 
20 % NP40, 750 mM NaCl , 50 mM MOPS pH 7 , 0 zugegeben mxt dem 
cL-Gemisch und fur eine Stunde bei 4=0 inkubiert . Die DNA 
wir dann wie folgt isolierf. Das vorbehandelte cL w.rd auf 
eine QIAGEN tip 10.000 Ant ionenaustauscher-Saule ^^geben 
Nach dem Durchflui. des cL wird die S.ule mit dem Puffer QC 
gewaschen und die DNA anschlieSend mit Hilfe von Puffer QF 
(1 25 M NaCl, 50 mM Tris/HCl, 15 % Ethanol , pH 8,5) elu.ert . 
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Die so hergestellte DNA kann an rekombinante Adenovirus - 
partikel angekoppelt werden. Der erhaltliche Adenovirus/DNA 
Komplex kann fiir in vivo bzw. ex- vivo Gentherapie verwendet 
werden . 

Die Biomasse einer 20 1 Fermenterkultur des Plasmids pUC19 
wird unter Zugabe von jeweils 1 1 der Puffer PI, P2 , P3 
lysiert und anschliefiend iiber eine in einer Saule ange- 
ordneten Diatomeenerdeschuttung filtriert. Dem filtrierten 
Lysat wird 20 g Ni-NTA modif iziertes Silicagel zugegeben 
und fiir 3 0 min. bei RT auf dem Schiittler inkubiert . An- 
schliefiend wird das Ni-NTA modif izierte Silicagel durch 
Zentrif ugation abgetrennt und der Uberstand iiber eine 
Anionenaustauscher-Chromatographiesaule auf gereinigt . 
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Verfahren zur Abreicherung oder Entfernung von Endo- 
toxinen aus fur den therapeutischen Einsatz vorge- 
sehenen Wirkstoffe enthaltenden Praparaten, dxe gen- 
und/oder biotechnologisch aus naturlichen Quellen 
gewonnen warden, durch Behandlung mit chromato- 
graphischem Material, wobei 

die naturlichen Quellen aufgeschlossen werden, die 
erhaltenen Fraktionen gegebenenf alls zentri- 
■ fugiert, filtriert oder mit af f initatschromato- 
graphischen Methoden behandelt werden, 

die Fraktionen mit einer waSrigen Salzlosung und 
Detergenzien vorinkubiert werden, mit Anionenaus- 
tauscher-Material behandelt werden und danach mxt 
einer weiteren Salzlosung gewaschen werden und die 
Wirkstoffe von dem Anionenaustauscher eluxert 
werden, um dann in an sich bekannter Weise we.ter 
aufgereinigt zu werden. 

verfahren nach Anspruch 1, wobei die in den Praparaten 
enthaltenen Wirkstoffe Nucleinsauren, wie Plasmid-DNA, 

sind . 

verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei die natur- 
lichen Quellen .Zellen," Zellorganellen, Gewebe oder 
Mikroorganismen sind. 

verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 , wobei die 
naturlichen Quellen durch alkalische Lyse, Druck 

(French Press), Boiling Lyse, Lysozym, Detergenzxen 
Oder Kombinationen davon aufgeschlossen werden zu einem 

sogenannten "cleared Lysate". 
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5 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 , wobei das 
Anionenaustauschermaterial eine Oberf lachenladung der 
lonenaustauschergruppen von 1 bis 4 /iM/m^ Tragerober- 
flache entsprechend 0,5 bis 500 jiM/ml aufweist. 

6. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das 
Anionenaustauschermaterial auf polymerem Tragermaterial 
aufgebaut ist, wie Agarose, Acrylamid, Dextran, Silica- 
gel Oder Kombinat ionen davon. 



7. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei eine 
Vorinkubation des Cleared Lysates mit Salzlosungen 
einer Konzentration entsprechend einer 0,1 bis 2,0 M 
NaCl-Losung durchgefiihrt wird, insbesondere Salzlosun- 
. gen der Salze Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Guanidi- 
niumhydrochlorid, Natriumperchlorat und anderen chao- 
tropen Salzen, und die Konzentration an nicht ionischen 
Detergenzien, wie Triton X 114, Triton X 100, NP 40, 
Tween 20, Tween 80, Syperonic F-68 im Bereich von 0,1 
% bis 30 % liegt. 



8. Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei nach 
Behandlung des vorinkubierten "cleared Lysate" mit dem 
Anionenaustauscher-Material ein Waschschritt mit Salz- 
losungen enthaltend Alkalihalogenide , wie NaCl, KCl, 
Lithiumchlorid, etc. entsprechend einer lonenstarke von 
0,5 bis 2,0 M NaCl durchgef iihrt wird. 



9 . Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 , wobei im 
AnschluS an das in Anspruch 1 beschriebene Verfahren 
Nucleinsaure iiber anorganische Materialien, wie Silica- 
gel, Diatomeenerde , Glas, Aluminiumoxid, Titanoxid, 
Hydroxylapatit oder iiber organische Materialien, wie 
Agarose, Dextran, Acrylamid, Polystyrolharze sowie 
Copolymere aus dem monomeren Baustein der genannten 
Polymere aufgereinigt werden. 
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Verwendung eines Anionenaustauschers gemaS Anspruch 5 
zur Abreicherung oder Entfernung von Endotoxinen aus 
nucleinsaurehaltigen Praparaten, die zum Einsatz in der 
Gen, insbesondere Gentherapie vorgesehen sind. 

Wafirige Losung enthaltend Alkalihalogenide in Kon- 
zentrationen-von 0,1 bis 2,0 M, . nichtionische Tenside 
in Mengen von 0,1 bis 30 % sowie 10 bis 100 tnM MOPS. 

Zusammenstellung- enthaltend die waErige Losung gemaS 
Anspruch 11, endotoxinfreie Puf fer 16 sungen sowie gege- 
benenfalls Chromatographie- und Filtermaterial . 



verfahren nach Anspruch 1, wobei das cleared Lysate mit 
NTA-Agarose, IDA- Agarose, Silica-NTA oder deren 

unvol 



■ ca.J-w*-»v-/ -r 

aistandigen Syntheseprodukte vorinkubiert wird. 
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